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of  two  distinct multifunctional  biohybrid  gold  nanoparticles.  Gold  nanoparticles  (AuNP)  of 
distinct  sizes,  and  therefore  showing  distinct  plasmon  resonant  peaks  (RP),  have  been 
biofunctionalized and codified with two different single stranded‐DNA (ssDNA) chains. One of 
these oligonucleotide chains has been specifically designed to direct each AuNP  to a distinct 




molecules  or  bioreceptors,  on  a  reversible  manner.  In  this  work,  hapten‐oligonucleotide 
bioconjugate probes, with sequences complementary to the second ssDNA linked to the AuNP, 
have  been  synthesized  and  used  to  create  multiplexed  hapten‐biofuncionalized  plasmonic 
nanostructures.  The  oligonucleotide  probes  consist  on  anabolic  androgenic  steroid  haptens 
(AAS) covalently linked to specifically designed oligonucleotide sequences. The biofunctionality 
of  these  plasmonic  nanostructures  has  been  demonstrated  by  fluorescent  microarray 
immunoassay  and  LSPR  measurements,  recording  the  shift  of  the  RP  produced  after  the 
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Nanoparticle‐based  optical  biosensors,  like  those  based  on  the  localized  surface  plasmon 
resonance (LSPR) principle, have proven to be suitable for the quantitative detection of chemical 
and biological targets (Estevez et al. 2014; Hill 2015; Li et al. 2015; Li et al. 2009; Sriram et al. 
2015; Willets  and Van Duyne 2007;Kreuzer, 2008  #22;  Zhao  et  al. 2006).  LSPR  is  an optical 
phenomenon generated when an incident photon or electromagnetic field such as light interacts 
with a metal nanoparticle producing the collective oscillation of the conductive electrons at their 














combining  nanoparticles  of  different  sizes  (30‐120  nm)(Yu  and  Irudayaraj  2007),  shapes 
(nanospheres,  nanorods,  nanocages,  nanostars,  etc.), materials  (single metal,  nanoshells  or 
alloys) or through self‐assembly of plasmonic nanoparticles which allows expanding the library 




often  lead  to overlapped  signals.  Planar  arrays,  as  solid‐phase  immunoassays,  can  facilitate 
separation of the biocomplexes and removal of interfering sample matrix components providing 
at  the  same  time  increased  multiplexed  capabilities  based  on  site  codification  of  the 
bioreceptors.  Thus,  a  LSPR  planar microarray  chip  combining  nanoparticles of  different  RPs 
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1995;  Kreuzer  et  al.  2008;  Kreuzer  et  al.  2006;  Yamamichi  et  al.  2009).  However,  these 
approaches  lack of the necessary flexibility to create LSPR sensing surfaces  in which different 
nanoparticles have to be immobilized selectively on different sites.   
DNA‐directed  immobilization  (DDI),  based  on  the  self‐organizing  capabilities  and  the  highly 
specificity of  the DNA hybridization, allows  immobilizing potentially any  type of biomolecule 
onto a DNA‐biofunctionalized surface (see (Meyer et al. 2014; Seymour et al. 2015; Tan et al. 
2014) for recent review papers), including small organic molecules. Thus, we have reported the 
possibility  of  manufacturing  multiplexed  hapten‐microarrays  by  hybridizing  hapten‐
oligonucleotide probes with complementary ssDNA strands immobilized on distinct spots of a 




applications.  With  this  scenario,  we  report  here  for  the  first  time  the  development  of  a 
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multiplexed  (multiple  target  analytes)  and multimodal  (multiple  RPs)  LSPR  biosensor  using 
biofunctional plasmonic nanostructured chips manufactured on a DNA microarray using DDI to 
address  distinct multifunctional  AuNPs  to  predefined  positions  of  a  surface.  As  a  proof  of 






The  preparation  and  characterization  of  the  immunoreagents  for  Stanozolol  (ST,  As147), 
Tetrahydrogestrinone  (THG, As170), Boldenone  (B, As138) and Fluoroquinolones  (FQ, As172) 
used in this study have been described before (Calvo et al. 2009; Pinacho et al. 2012; Salvador 
et  al. 2007;  Salvador  et  al.  2008,  2009;  Tort  et  al.  2012b).  ST was purchased  from  Sequoia 
Research Products, Ltd.  (Oxford, UK). THG was synthesized  in our  laboratory  (Salvador et al. 
2007).  Stock  solutions  of  analytes  were  prepared  at  10mM  concentration  in  DMSO.  The 
oligonucleotides  with  amine  and  thiol  moieties  at  the  5’  end  (N1down/up,  N2down/up, 






mercaptoethyl)‐hexaethylene  glycol  (m‐PEG‐SH) was  supplied  by  Polypure.  Chloroauric  acid 
(HAuCl4∙3H2O), trisodium citrate  (Na3C6H5O7∙2H2O) and N‐hydroxylamine  from Sigma‐Aldrich® 
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average  and  standard  deviation  of  at  least  10  replicate  spots  in  three  replicate wells.  The 
characterization  of  the  AuNPs was  performed  using  a  PHILIPS  CM30  transmission  electron 
microscope  (TEM)  and  a  UV‐vis  spectrophotometer.  The  nanostructured  surfaces  were 

















(Enustun  1963;  Turkevich  1951)  and  Frens  (Frens  1973).  The  AuNPs were  characterized  in 
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was  obtained with  a  concentration  of  7∙1011  AuNP mL‐1,  estimated  considering  the  initial 
amount of Au (50 μg mL‐1) and assuming a quantitative reduction (Au3+ à Au0) (see figure 1S in 
the Supporting Information (SI) document) 
AuNP40  were  synthesized  following  the  N‐hydroxylamine  reduction method  developed  by 
Brown (Brown et al. 1999) and also employed by Haiss (Haiss et al. 2007), using the AuNP20 as 
seeds. In this procedure, additional Au3+ is reduced at room temperature on the surface of the 
seeds  increasing  their  diameter. A mean  size  of  40.3  ±  3.3  nm  (n=50,  8 %  dispersion) was 
obtained according to TEM analysis at a concentration of 7∙1010 AuNP mL‐1 (see figure S1 in the 
SI document)  











nmols  of  a  1:1  mixture  of  N2downSH  and  N4upSH  for  the  AuNP40),  were  added  to  the 
corresponding gold colloidal solutions (5 mL, AuNP20: 7∙1011 nanoparticles mL‐1 and AuNP40: 
7∙1010 nanoparticles mL‐1). The mixtures were then incubated overnight (12 h) at RT protected 
to  the  light.  Multiple  small  additions  of  1M  NaCl  and  0.1M  phosphate  buffer  (PB)  were 
performed  to  reach 0.1 M NaCl and 10 mM phosphate buffer concentrations, and  then,  the 
biohybrid nanoparticles were  incubated  for 12 h more at RT. Afterwards,  the mixtures were 
centrifuged, and the biohybrid AuNPs  (red oil) were  resuspended  in 1 mM m‐PEG‐SH  (5 mL) 
solution for 1 h. Finally, the biohybrid AuNPs were centrifuged two times in water, and after the 
third centrifugation,  they were  resuspended  in  the  final  reconstitution buffer  (1 mL) 5  times 
concentrated. The biohybrid nanoparticles were stored at 4ºC protected to the light until use. 
2.6. Preparation of Multifunctional Multimodal Plasmonic Nanostructured Surfaces 
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the  capture  oligonucleotide  chains  (N3‐downNH2  and N4‐downNH2  at  200  μg/mL  in  printing 
buffer) were spotted onto the epoxy‐activated slides in a controlled humidity chamber at 60% 
and maintained for 3h at RT. The DNA funcrionalized slides could be stored until use for about 1 







µL/well)  at  different  concentrations  (from  1010  to  1012  nanoparticles/mL,  depending  on  the 





hG‐N2up, 13‐N3up or  FQ‐N4up, 1  μg/mL  in hybridization buffer), or an equimolar mixture of 
them, was added (100 µL/well) to the corresponding microarray wells of a glass slide where the 
multifunctional biohybrid AuNPs had been  immobilized. For  certain  control experiments  the 
slides  had been  functionalized with  just  the NxdownNH2 oligonucleotides.  The mixture was 
incubated for 30 min at RT and rinsed with PBST. Then, a solution of the corresponding specific 
antiserum (As147, As170, As138 or As172 diluted 1/1000  in PBST), or a mixture of them, was 
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The  slides  prepared  and  processed  as  described  above,  except  for  the  antiIgG‐TRITC, were 






LSPR  immunosensors  for biosensing applications, we addressed  the preparation multimodal 
plasmonic nanostructures using thoroughly designed multifunctional biohybrid nanoparticles. 
Based  on  the  specificity  and  self‐organized  capabilities  of  DNA,  the  design  took  into 
consideration  i)  the necessity  to direct  the particles  selectively onto defined  spots of a DNA 
microarray surface, and ii) the need to interact with analytical targets. Hence, we proposed the 












already demonstrated  the possibility  to  simultaneously quantify AAS on a multiplexed ELISA 
(Tort et al. 2012b) and on a hapten microarray created on a glass surface by DDI using hapten‐
oligonucleotide probes as competitors  (Tort et al. 2009).  In  this work, we have  followed  the 
same  approach,  but  immobilizing  those  hapten‐oligonucleotide  probes  (hapten‐Nyup 
bioconjugates) on the AuNPs surface through the hybridization with their complementary ssDNA 
chains to obtain a multifunctional hapten biofunctionalized nanostructured surface. Stanozolol 
(ST)  and  tetrahydrogestrinone  (THG)  were  selected  as  model  target  analytes  and  the 
corresponding hapten‐oligonucleotide probes, 8‐N1up and hG‐N2up, were designed to hybridize 
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the  NydownSH  oligonucleotides  of  the  20  and  40  nm  AuNP  size  biohybrid multifunctional 
nanoparticles  (AuNP20 and AuNP40),  respectively. Additional hapten‐oligonucleotide probes 
13‐N3up  and  FQ‐N4up,  for  Boldenone  (B)  and  Fluoroquinolones  (FQ),  respectively,  were 
synthesized  and  used  for  control  experiments  (see  table  S1  for  information  on  the 
oligonucleotide sequences) 
Figure 1Figure 1 shows the biohybrid AuNP synthesized. For ST, AuNP20 were biofunctionalized 







oligonucleotide  sequences).  Additionally,  so‐called  negative  AuNP20  nanoparticles  were 




viability  of  the  immobilization  approach  by  SEM.  For  this  purpose,  solutions  of  distinct 
concentrations  of  biofunctionalized  nanoparticles were  added  to microarrays  spotted with 
N3downNH2 on a previously silanized glass slide. The SEM images in Figure 2Figure 2 A show that 
immobilization only occurred on  those spots where  the complementary strand  (N3downNH2) 
had been previously immobilized, and no unspecific adsorption was observed outside the spots. 
Moreover, the particle density was clearly dependent on the concentration of the nanoparticles 
in  the  solution  used while  the  distribution  became more  homogeneous  as  lower was  the 
concentration (see Figure 2Figure 2 B). The biofunctionality of these nanostructured surfaces 
was assessed, by hybridizing these nanostructures with the ST hapten‐oligonucleotide probe (8‐




AuNP20‐DNA.  These  experiments  confirmed  the  selective  immobilization  of  the  AuNP20‐
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B).  As  before,  the  biofunctionality  of  these  substrates  containing  multifunctional  gold 
nanoparticles  of  different  sizes  (AuNP20  and  AuNP40)  was  assessed  by  non‐competitive 
fluorescence immunoassay by adding the hapten‐oligonucleotide probes, 8‐N1up (ST) and hG‐





DDI,  containing  two  types  of  nanoparticles,  was  biofunctional  and  that  the  response  was 
selective for each target on the corresponding spots (see figure S2 in the SI document). Hence, 
i) the nanoparticles were appropriately located on the corresponding sites of the microarray, ii) 











Figure  5Figure  5  shows  the  calibration  curves  obtained  for  ST  and  THG  employing  these 
multifunctional nanostructured  surfaces and  the  tables  in  the  right  side  show  the analytical 
parameters. The microarray pictures in the left side show how the fluorescence response was 
observed, for each concentration, only on the corresponding spots of each microarray. 
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that, under non‐optimized  conditions,  ST  concentration  values  down  to 2 nM  could  still be 







using  nanoparticles of  a  greater  size  (about  80  nm),  since  contribution of  scattering  to  the 
extinction  rapidly  increase  with  the  size  (Jain  et  al.  2006),  or  with  different  shapes  (i.e. 
nanorods).  Another  aspect  that  would  need  to  be  optimized  is  the  distribution  of  the 
nanoparticles in the surface chip during the different fabrication batches, which lead to certain 
variability regarding LSPR response. Moreover, in the actual sensor configuration shown in this 
paper,  a  final washing  step with distilled water would  remove not only  the oligonucleotide 
probes, but also the nanoparticles from the surface. Thus, there will be necessary to explore 





DNA  interstrand  cross‐links based on  the  reversible  imine  chemistry  concept. This approach 





Multimodal  plasmonic  nanostructured  surfaces  have  been  created  through  DNA‐directed 
immobilization  of  multifunctional  biohybrid  gold  nanoparticles  through  simple  DNA 
hybridization. These surfaces have been characterized by SEM, fluorescence and LSPR. The fact 
that  AuNP  with  different  optical  properties  and  functionalities  could  easily  be  selectively 
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LSPR  chips,  by  just  hybridizing  the  surface  with  the  corresponding  set  of  multifunctional 
biohybrid nanoparticles. The approach here presented uses oligonucleotide encoded AuNPs for 
directing  immobilization  (series  NxupSH)  on  a  DNA microarray  but  also  for  further  specific 
biofunctionalization (series NydownSH) with oligonucleotide codified bioreceptors whose DNA 
sequence  is  complementary  (series  Nyup).  Therefore,  it  can  be  considered  as  a  universal 
approach  for  manufacturing  multiplexed  LSPR  chips  with  different  sets  of  bioreceptors 
depending  on  the  application.  In  this  work,  as  proof‐of‐concept,  we  have  addressed  the 
detection of small organic molecules such as the AAS, and for this purpose, we have hybridized 
the immobilized nanoparticles with hapten‐Nyup probes. Preliminary results obtained indicate 
that  detectability  achieved  can  be  in  the  same  order  as  other  immunochemical  detection 
systems using  labels or amplification approaches. Although  in  this  case  identification of  the 
target analyte has only been possible because of the use of site‐encoded chips, due to the close 
RP of the spherical nanoparticles used, the approach could also be used for immobilizing sets of 
nanoparticles  differing  on  shape  or  material,  and  therefore  showing  distinct    plasmonic 
properties, which would allow developing chips with a dual  identification mode based on the 
site codification and on  the RP. Future  challenges of  this  research would be  focused on  the 




The  authors would  like  to  acknowledge  Prof.  R.  Eritja  (IQAC‐CSIC,  Barcelona,  Spain)  for  his 
scientific advice and supplying some the oligonucleotides employed in this work, to Prof. Gonçal 
Badenes  and  Dr.  Romain  Quidant  (ICFO,  Castelldefells,  Barcelona,  Spain)  for  the  scientific 
discussions on LSPR and to Prof. L. Lechuga (ICN2, Bellaterra, Barcelona, Spain) for giving us the 
opportunity  to  use  a  dark‐field microscope  from  her  laboratory  in  the  initial  steps  of  this 
research. This work has been  supported by  the MINECO  (Spanish Ministry of Economy and 
Competitiveness) in the frame OligoCODEs (MAT2012‐38573‐C02‐01) and Immuno‐QS (SAF2015‐
67476‐R) projects. The Nb4D group (formerly Applied Molecular Receptors group, AMRg)  is a 
















the  corresponding hapten  and  immobilization on  the DNA microarray.  Each oligonucleotide 
sequence  is  identified as Nx plus the words down or up. The oligonucleotide series down are 





nanoparticles  biofunctionalized with N3upSH,  complementary  to N3dowNH2 oligonucleotides 
immobilized on the chip, and N1down, complementary to the hapten oligonucleotide probe 8‐
N1up; Right‐Middle: AuNP20‐N1down  called negative,  lacking  the oligonucleotide  chain  that 
hybridizes  with  the  DNA‐chip;  Right‐Bottom:  AuNP40‐N4up/N2down  also  called  positive, 
designed to detect THG, are 40 nm AuNP biofunctionalized with N4upSH, for hybridization with 
the N4downNH2 oligonucleotides of  the DNA chip, and N2downSH,  for hybridization with  the 
hapten oligonucleotide probe hG‐N2up. See Table 1Table 1  for additional  information of  the 
oligonucleotide sets used and Table S1 for the oligonucleotide sequences. 
Figure  2Figure  2:  Surface  electron  microscopy  (SEM)  images  of  nanostructured  surfaces 
prepared  by  the DNA‐directed  immobilization  of  the AuNP20‐N3up/N1down  nanoprobes. A: 
Microscope  images  of  one  microarray  chip,  printed  with  a  5x4  spot  matrix  of  N3dowNH2 
oligonucleotides. The enlarged microscope  image  in the right,   shows the edge of one of the 
spots, where it can be noticed that there is no unspecific absorption outside the spots, and that 
the  gold  nanoparticles  have  been  immobilized  selectively  inside  the  spots  where  its 
complementary  oligonucleotide  strand was  previously  immobilized.  B:  Spot  SEM  images  of 
AuNP  microarrays  prepared  using  different  concentrations  of  AuNP20‐N3up/N1down 
nanoprobes. It can be shown how the isolated AuNP density can be controlled.  
Figure  3Figure  3:  Selectivity  of  DNA‐directed  immobilization  of  AuNP  demonstrated  by 
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showing  the on each  case  the oligonucleotide  codified AuNPs and  the antibodies used. The 
oligonucleotide  sequences  are  indicated  on  top  of  each  scheme.  For  the  antibodies As147, 
against ST, is shown in blue and As170, for THG, is shown in green. The red antibody is antiIgG‐
TRITC. Results shown are the average of the signal recorded in 4 different microarrays. 
Figure  4Figure  4:  Multiplexed  LSPR  microarray  chip  for  simultaneous  determination  of 
stanozolol  (ST)  and  tetrahydrogestrinone  (THG).  A:  Scheme  of  the  multiplexed  LSPR 




immobilization  of  a  cocktail  of  distinct  AuNP‐DNA  nanoprobes  (AuNP20‐N3up/N1down  and 
AuNP40‐N4up/N2down)  on  different  spots  of  a  5x4  microarray  chip.  The  SEM  images 
demonstrate the selectivity of the approach, showing how the AuNP20 (top, for ST detection) 




spectra  of  the  multifunctional  LSPR  chip  resulting  from  immobilizing  the  two  AuNP‐DNA 
nanoprobes  and  the  black  dotted  lines  are  the  LSPR  spectra  after  hybridization  with  the 







Figure  5Figure  5:  Results  from  the  evaluation of  the  biofunctionality  of  the multifunctional 
nanostructured chips by fluorescence immunoassay. After hybridization with a cocktail of the ST 
and THG hapten‐oligonucleotide probes (8‐N1up and hG‐N2up, respectively) the chips were used 
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Negligible  background  signal  was  recorded  on  the  spots  where  the  contrary  hapten‐
oligonucleotide had been hybridized. C: Tables showing the analytical features of the microarray 






microarray  matrix  of  AuNP20‐N3up/N1down  (8‐N1up).  The  asterisk  indicates  a  statistical 
significance of P < 0.05 (confidence level 95%). 
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(down series)  (up series)  (down series)  (up series) 
Stanozolol (ST)  N3downNH2  N3upSH  N1downSH  8‐N1up  As147
Tetrahydrogestrinone (THG)  N4downNH2  N4upSH  N2downSH  hG‐N2up  As170
Control N3  N3downNH2      13‐N3up  As138
Control N4  N4downNH2      FQ‐N4up  As172
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